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ABSTRACT

THE POTENTIAL OF ENDOSYMBIONTS BACTERIA ISOLATED
FROM MANGROVE OF Avicennia sp. AS AN ANTIBACTERIATO
Salmonella typhi (Smith, 1885) and Staphylococcus aureus (Ogston, 1880)

By

PANJI MANGGALA PUTRA

Indonesia as a developing country cannot be separated from various health pro-
blems, one of which is diseases related to hygiene and sanitation such as skin in-
fections, diarrhea, meningitis, endocarditis, and pneumonia. The disease is gene-
rally caused by Salmonella typhi and Staphylococcus aureus. Various approaches
have been taken to obtain new antibiotic compounds, one of which is to look for
bioactive compounds from microorganisms that are in symbiosis with mangroves.
This study aimed to isolate endosymbionts of the mangrove Avicennia sp. which
had antibacterial activity against S. typhi and S. aureus bacteria and identification
of potential by using getically approach. This research found 32 endosymbiont
bacteria and 10 them (coded WB-06, WB-08, WB-12, WB-13, PJ-01, PJ-02, PJ-
04, PJ-14, PJ-18, and PJ-19) had inhibitory activity against pathogenic bacteria S.
aureus and S. typhi. The isolate performed best antibacterial activity was shown
by WB-12 which identified as a Citromicrobium sp.
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ABSTRAK

POTENSI BAKTERI ENDOSIMBION MANGROVE Avicennia sp.
DI PERAIRAN LAMPUNG SEBAGAI ANTIBAKTERI
TERHADAP BAKTERI Salmonella typhi (Smith, 1885)

DAN Staphylococcus aureus (Ogston, 1880)

Oleh

PANJI MANGGALA PUTRA

Indonesia sebagai negara berkembang tidak terlepas dari beragam masalah kese-
hatan, salah satunya adalah penyakit yang terkait dengan kebersihan dan sanitasi
seperti, infeksi kulit, diare, meningitis, endokarditis, dan pneumonia. Penyakit ter-
sebut umumnya disebabkan oleh Salmonella typhi dan Staphyococcus aureus. Ba-
nyak pendekatan telah dilakukan untuk mendapatkan senyawa antibiotik yang ba-
ru, salah satunya adalah dengan mencari senyawa bioaktif dari mikroorganisme
yang bersimbiosis dengan mangrove. Penelitian ini bertujuan untuk mencari bak-
teri endosimbion mangrove Avicennia sp. yang memiliki aktivitas antibakteri ter-
hadap bakteri S. typhi dan S. aureus serta identifikasi bakteri potensial. Identifi-
kasi diawali dengan melakukan uji aktivitas sel dan ekstrak terhadap bakteri pato-
gen. Bakteri potensial dengan aktivitas paling baik diidentifikasi secara moleku-
ler. Hasil dari penelitian ini yaitu didapatkan 32 isolat bakteri endosimbion dan 10
di antaranya dengan kode WB-06, WB-08, WB-12, WB-13, PJ-01, PJ-02, PJ-04,
PJ-14, PJ-18, dan PJ-19 memiliki aktivitas daya hambat terhadap bakteri patogen
S. aureus dan S. typhi. Aktivitas terbaik ditunjukkan oleh isolat dengan kode WB-
12. Hasil identifikasi isolat WB-12 menunjukkan bahwa bakteri ini merupakan
spesies Citromicrobium sp.

Kata kunci : bakteri endosimbion, antibakteri, S. aureus, S. typhi.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia sebagai negara berkembang tidak terlepas dari beragam masalah
kesehatan. Beberapa kasus di antaranya adalah penyakit yang berkaitan dengan
kebersihan dan sanitasi seperti, infeksi kulit, diare, meningitis, endokarditis, serta
pneumonia. Penyakit tersebut umumnya disebabkan oleh Salmonella typhi dan
Staphyococcus aureus.

Diare merupakan suatu kondisi dimana frekuensi buang air besar lebih dari
tiga kali dalam sehari dengan bentuk feses yang lembek ataupun cair (Kemenkes,
2014). Penyakit ini merupakan salah satu penyebab kematian utama pada balita
(WHO, 2009; Kemenkes RI, 2014), dengan tingkat insidensi sebesar 3,5% dan
prevalensi sebesar 7% (Kemenkes RI, 2014). Penyakit lain yang mempunyai ge-
jala berupa diare disertai demam, perut kembung, badan terasa lemah, mual, pu-
sing dan muntah adalah demam tifus (tifoid) (Pelczar and Chan, 2005). Feses
yang keluar karena diare akibat demam tifus biasanya disertai darah dan terjadi
pada minggu kedua selama periode sakit ataupun penyembuhan (WHO, 2009;
Pelczar dan Chan, 2005). Penyebab utama penyakit diare dan demam tifoid adalah
bakteri patogen. Salah satu jenis bakteri penyebab diare dan demam tifoid adalah
Salmonella typhi (Sari et al., 2015).

Demam tifoid sering terjadi di berbagai negara di dunia dan umumnya
terjadi di negara berkembang dengan tingkat kebersihan rendah (Kasuku, 2017).
Berdasarkan data WHO (World Health Organisation), insiden demam tifoid di se-
luruh dunia sekitar 11-21 juta jiwa setiap tahun dengan angka kematian mencapai
128.000 - 161.000 dan sebagian besar terjadi di Asia Selatan dan Asia Tenggara
(WHO, 2018).



Selain demam tifoid, penyakit yang paling mungkin terjadi untuk masyara-
kat yang tinggal di daerah dengan lingkungan yang kurang bersih ialah infeksi pa-
da lapisan kulit. Umumnya, infeksi pada kulit disebabkan oleh bakteri Staphylo-
coccus aureus. Bakteri ini sejatinya merupakan flora normal yang hidup berdam-
pingan dengan manusia, namun keadaan lingkungan yang kurang mendukung tu-
rut mendorong kasus infeksi tak biasa dengan waktu penyembuhan yang tidak se-
bentar.

Saat ini telah banyak obat-obatan yang diproduksi berupa antibiotik. Un-
tuk mengatasi kedua penyakit tersebut, biasanya digunakan obat (antibiotik) go-
longan sefalosporin, kloramfenikol, aminoglikosida, quinolon, penisilin, beta-
laktam, dan tetrasiklin (Suheri, 2015 ; Tandi, 2017). Permasalahan baru timbul
dengan berkembangnya strain yang resisten terhadap antibiotik. Resistensi bakteri
terhadap antibiotik yang telah ada terjadi akibat penggunaan antibiotik yang tidak
tepat, misalnya penggunaan dengan dosis yang tidak memadai, serta pemakaian
yang tidak teratur. Dari sekian banyak golongan obat yang digunakan untuk me-
ngatasi infeksi bakteri patogenik, hampir seluruhnya telah mengalami resistensi.
Kasus resistensi terbesar ialah S. aureus terhadap penicilin dengan persentase
sebesar 86% (Lencastre, 2007). Bahkan, penggunaan obat ini sudah mulai di-
hentikan di beberapa puskesmas di Kota Padang (Suheri, 2015).

Untuk mengatasi penyakit infeksi yang muncul akibat dari bakteri yang
sudah resinten terhadap antibiotik, maka perlu dilakukan pencarian senyawa anti-
biotik baru yang lebih efektif dan efisien dalam mengatasi permasalahan bakteri
multidrug resistant (MDR). Berbagai pendekatan telah dilakukan untuk men-
dapatkan senyawa antibiotik yang baru, salah satunya adalah dengan mencari se-
nyawa bioaktif dari mikroorganisme yang bersimbiosis dengan mangrove (Pring-
genies, 2015).

Tumbuhan bakau (mangrove) secara turun temurun dimanfaatkan oleh ma-
syarakat sebagai bahan obat berkhasiat seperti diare, mual, luka bakar, hingga lu-
ka bernanah (Kusmana et al., 2009). Salah satunya jenis mangrove yang banyak
dimanfaatkan sebagai bahan obat berkhasiat ialah Avicennia sp. Menurut Kusma-
na (2009), mangrove jenis Avicennia sp. yang terdapat di Indonesia mengandung

senyawa alkaloid, saponin, tanin, fenolik, flavonoid, triterpenoid dan glikosida



serta tidak ditemukan adanya steroid. Beberapa ilmuan mengatakan bioaktivitas
yang terdapat dalam bagian-bagian tumbuhan bakau tidak selalu berasal dari tum-
buhan bakau tersebut, namun dapat berasal dari organisme lain yang hidup di ba-
gian dari tumbuhan bakau (endosimbion) dan organisme ini dapat mensintesis
senyawa bioaktif yang dapat bersifat sebagai antibakteri (Prihanto, 2012).

Keanekaragaman hayati di dalam suatu biosfer menggambarkan keragam-
an kandungan bahan kimia di dalamnya. Endosimbion yang hidup dalam tumbuh-
an memiliki fungsi untuk mempertahankan eksistensi dari tumbuhan inang untuk
dapat bertahan hidup dan mempertahankan diri dari organisme patogen (Posangi
dan Bara, 2015).

Keadaan yang demikian membuat organisme endosimbion berevolusi se-
cara konstan untuk menghasilkan senyawa-senyawa kimia baru guna melindungi
inang mereka. Daerah tropis adalah contoh luar biasa dari jenis lingkungan yang
cocok untuk berbagai jenis endosimbion. Dalam ekosistem yang terdapat di dae-
rah ini, perlawanan endofit melawan organisme patogen dan predator cukup besar,
sumber daya yang terbatas, serta tekanan seleksi alam sangat tinggi (Strobel,
2004). Hal ini menimbulkan kemungkinan besar bahwa endosimbion di daerah
tropis seperti Indonesia, khususnya Provinsi Lampung, memiliki sumber struktur
senyawa baru dengan aktivitas biologis yang menarik. Seiring dengan pesatnya
perkembangan zaman, berbagai penelitian dilakukan guna meredakan masalah
kesehatan di tengah masyarakat yang disebabkan oleh bakteri patogen, seperti
bakteri Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi.

Penelitian ini dilakukan guna menemukan mikroba endosimbion yang ber-
potensi dijadikan sebagai antibakteri. Penelitian ini, dapat menjadi langkah awal
ditemukannya kelas antibiotik baru yang mampu mengatasi permasalahan bakteri
MDR.

1.2 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian dengan judul “Potensi Bakteri Endosimbion
Mangrove Avicennia sp. di Perairan Lampung sebagai antibakteri terhadap Bak-
teri S. typhi (Smith, 1885) dan S. aureus (Ogston, 1880) ” yaitu :



1. Skrining bakteri endosimbion mangrove yang memiliki aktivitas antibakteri ter-
hadap bakteri S. typhi dan S. aureus.

2. Memperoleh besaran kemampuan daya hambat isolat bakteri potensial terhadap
bakteri S. typhi dan S. aureus.

3. Identifikasi bakteri endosimbion mangrove yang memiliki aktivitas antibakteri
terhadap bakteri S. typhi dan S. aureus.

1.3 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian yaitu diperoleh isolat bakteri endosimbion potensial
serta informasi mengenai potensi antibakteri pada bakteri endosimbion mangrove
Avicennia sp. Perairan Lampung dan kemampuan daya hambatnya terhadap bak-

teri S. typhi dan S. aureus.

1.4 Kerangka Pikir

Penyakit infeksi oleh bakteri terutama di negara tropis seperti Indonesia
masih merupakan permasahan yang menuntut perhatian besar. Salah satunya ialah
infeksi pada manusia yang disebabkan oleh bakteri S. typhi dan S. aureus. Insi-
densi infeksi oleh bakteri apapun meningkat seiring dengan perubahan imunitas
penderita dan akibat perubahan virulensi bakteri patogen terhadap antibiotik. Hal
ini menyebabkan bakteri menjadi resisten dan tahan terhadap obat antibiotik yang
beredar di masyarakat. Dari sekian banyak golongan obat yang digunakan untuk
mengatasi infeksi bakteri patogenik, hampir seluruhnya telah mengalami resisten-
si. Kasus resistensi terbesar ialah S. aureus terhadap penicilin dengan persentase
sebesar 86% (Lencastre, 2007). Bahkan penggunaan obat ini sudah mulai dihen-
tikan di beberapa puskesmas di Kota Padang (Suheri, 2015).

Resistensi yang terjadi pada bakteri patogen mendorong dilakukannya pen-
carian agen penghasil senyawa antimikroba yang berpotensi dijadikan sebagai ba-
han obat baru. Mempertimbangkan penggunaan mangrove sebagai tanaman obat
tradisional, maka pemanfaatan mikroba endosimbion mangrove Avicennia sp.
dapat dilakukan guna menemukan senyawa baru yang berpotensi sebagai anti-

bakteri terhadap bakteri S. typhi dan S. aureus



Mikroba endosimbion dapat berupa bakteri, jamur atau mikroba lainnya.
Mikroba endosimbion mangrove diketahui mampu menghasilkan senyawa me-
tabolit yang sama dengan tumbuhan inangnya. Dalam satu tumbuhan dapat di-
isolasi lebih dari satu bahkan puluhan jenis mikroba endofit yang masing-masing
mempunyai potensi untuk memproduksi satu atau lebih senyawa bioaktif yang

sama dengan inangnya (Ling, 2007).

Infeksi oleh bakteri patogen

A

Penggunaan antibiotik secara berlebihan

Perubahan virulensi bakteri patogen

\4

Resistensi bakteri patogen

\4

Pencarian agen penghasil senyawa
antimikroba baru

Pemanfaatan bakteri endosimbion mangrove Avicennia sp. dari Pesisir
Lampung yang berpotensi memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri S.
typhi dan S. aureus.

Gambar 1. Kerangka pikir penelitian



Il. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mangrove Avicennia sp

Komunitas tumbuhan mangrove merupakan tumbuhan penghasil biji
(spermatophyta) dan bunganya sering kali menyolok. Biji mangrove relatif lebih
besar dibandingkan dengan biji kebanyakan tumbuhan lain dan seringkali menga-
lami perkecambahan ketika masih melekat di pohon induk (vivipar). Pada saat
jatuh biji mangrove biasanya akan mengapung dalam jangka waktu tertentu ke-
mudian tenggelam. Lamanya periode mengapung bervariasi bergantung pada je-
nisnya. Biji beberapa jenis mangrove dapat mengapung lebih dari setahun dan
tetap viabel.

Mangrove Avicennia sp. merupakan tumbuhan yang dapat tumbuh dengan
lingkungan yang berlumpur dan perairan dangkal di daerah pesisir dimana air
yang ada umumnya payau. Daerah tersebut merupakan tempat yang sulit bagi ba-
nyak tumbuhan untuk hidup, namun Avicennia sp. mampu bertahan dalam kondisi
tersebut karena merupakan tumbuhan yang sangat mudah beradaptasi dengan
lingkungan tempatnya tumbuh. Oleh karena itu, mangrove mengandung banyak
senyawa bioaktif yang bersifat toksikologis, farmakologis, dan ekologis (Kokpol
et al., 1990). Sebagian besar jenis-jenis mangrove ini tumbuh dengan baik pada
tanah berlumpur, terutama di daerah endapan lumpur terakumulasi. Di Indonesia,
substrat berlumpur ini sangat baik untuk tegakan Rhizophora mucronata dan Avi-
cennia marina. Avicennia merupakan marga yang memiliki kemampuan toleransi
terhadap kisaran salinitas yang luas dibandingkan dengan marga lainnya (Kokpol
etal., 1990).

Di Indonesia, ekstrak dan bahan mentah dari tumbuhan mangrove telah
digunakan oleh masyarakat pesisir. Sebagian besar dari tumbuhan mangrove di-

gunakan sebagai bahan obat. Ekstrak dan bahan mentah dari tumbuhan mangrove



telah digunakan oleh masyarakat pesisir untuk keperluan pengobatan alamiah.
Kandungan saponin triterpenoid dari Acanthus illicifolius menunjukkan aktivitas
leukimia, paralysis, asma, rematik serta anti peradangan; dan alkaloid dari Antri-

oleks vesicaria juga berkhasiat sebagai senyawa bakterisida (Purnobasuki, 2004).

2.2 Potensi Senyawa Antibakteri pada Mangrove

Pemanfaatan berbagai jenis tumbuhan mangrove (terutama jenis pohon
dari marga Rhizophora, Bruguiera, Avicennia dan Sonneratia) secara tradisional
oleh masyarakat pesisir di Indonesia telah lama berlangsung sejak beberapa abad
yang lalu. Pemanfaatan secara tradisional dari berbagai jenis tumbuhan mangrove
tersebut merupakan pemanfaatan tingkat awal dari sumber daya mangrove berda-
sarkan pengetahuan lokal masyarakat yang sampai saat ini tidak terdokumentasi-
kan secara baik.

Salah satu yang menjadi sumber antibiotik alami adalah tumbuhan mang-
rove yang merupakan kekayaan alam potensial. Tumbuhan mangrove mengan-
dung senyawa seperti alkaloid, flavonoid, fenol, terpenoid, steroid dan saponin.
Golongan senyawa ini merupakan bahan obat-obatan modern (Danata, 2014).

Khusus untuk jenis api-api (Avicennia sp.) masyarakat pesisir di Indonesia
sudah sejak lama memanfaatkannya secara tradisional untuk memenuhi kebutuhan
pangan seperti obat-obatan, kayu bakar, konstruksi bangunan rumah, dan pakan
ternak (Kusmana et al., 2009). Menurut Kusmana (2009), mangrove jenis Avi-
cennia yang terdapat di Indonesia mengandung senyawa alkaloid, saponin, tanin,
fenolik, flavonoid, triterpenoid dan glikosida, serta tidak ditemukan adanya ste-
roid. Namun, Abeysinghe et al. (2006) menemukan kandungan senyawa steroid
pada A. marina yang terdapat di Sri Lanka. Oktavianus (2013) mengemukakan
bahwa terdapat perbedaan kemampuan antibakteri secara signifikan sebagai akibat

dari perbedaan habitat mangrove A. marina yang dikoleksi di Sulawesi Selatan.

2.3 Bakteri Endosimbion Mangrove

Bakteri endosimbion adalah bakteri yang hidup di dalam jaringan tanaman
inang tanpa menyebabkan gejala-gejala penyakit (Bhore dan Sathisha, 2010). Be-
berapa jenis bakteri endosimbion diketahui mampu menghasilkan senyawa aktif



yang bersifat antibiotik, antimalaria, dan antifungi (Simanjuntak et al., 2004 ;
Trianto et al., 2019). Kemampuan bakteri endosimbion menghasilkan senyawa
aktif tersebut merupakan potensi yang dapat dikembangkan mengingat umumnya
senyawa aktif diperoleh dengan mengekstraksi tanaman, khususnya tanaman obat.

Potensi bakteri endosimbion mangrove secara lengkap disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Aktivitas biologis senyawa metabolit bakteri endosimbion

Senyawa metabolit

Aktivitas biologis

Hexahydro-pyrrolo[1,2-a]pyrazine-
1,4-dione
3-Isobutylhexahydropyrrolo[1,2-
aJpyrazine-1,4-dione

Palmitic acid

Diisooctyl phthalate

Linoleic acid

9(E)-Octadecenoic acid

Stearic acid

Benzyl alcohol

2,3,5,6-Tetramethylpyrazine

Phenylethyl alcohol

Benzoic acid

Methyl phenylacetate
Benzeneacetic acid
Benzenepropanoic acid
2,4-Di-tert-butylphenol
Hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-
dione

Myristic acid
12-Methyltetradecanoic acid
Methyl palmitate
3-Isobutylhexahydropyrrolo[1,2-
a]pyrazine-1,4-dione

Palmitic acid

Cyclo(phe-pro)
3-Benzylhexahydropyrrolo[1,2
a]pyrazine-1,4-dione

Dioctyl phthalate

Palmitic acid

(Z,2)-9,12-Octadecadienoic acid

cis-Vaccenic acid
Stearic acid
1,2-Benzenedicarboxylic acid

Antimikroba, antioksidan

Antimikroba, nematisidal, dan anti-
mutagenik

Antibakteri

Antibakteri, antifungi
Antibakteri

Antibakteri

Antibakteri

Antibakteri

Antioksidan, antikanker, anti-
inflamasi

Antibakteri

Antimikroba

Antimikroba

Antimikroba

Antimikroba

Antifungi, antioksidan

Antibakteri, antioksidan

Antibakteri

Antifungi, antikanker

Antibakteri, antiinflamasi
Antimikroba, nematisidal, dan anti-
mutagenik

Antibakteri

Antimikroba, antikanker

Antibiofilm, antikuorum sensing

Antibakteri, antitirosinase
Antimikroba, antioksidan
Antiinflamasi, nematisidal, dan
hepatoprotektif

Antibakteri, hipolipidemik
Antibakteri, antifungi
Antifungi, antikanker

*Sumber : Dat (2021)



Mikroba endosimbion memproduksi senyawa metabot sekunder sesuai de-
ngan tanaman inangnya. Hal ini merupakan peluang besar bagi mikroba tersebut
untuk memproduksi metabolit. Berbagai jenis mikroba endosimbion berhasil di-
isolasi dari tanaman inangnya dan dibiakkan dalam media kultivasi yang sesuai.
Demikian pula metabolit sekunder yang diproduksi oleh mikroba tersebut telah
berhasil diisolasi dan dimurnikan serta dielusidasi struktur molekulnya (Radji,
2005).

Bakteri endosimbion yang telah masuk ke dalam tanaman dapat tumbuh
hanya di satu titik tertentu atau menyebar ke seluruh tanaman. Mikroorganisme ini
dapat hidup di dalam pembuluh vaskular atau di ruang intersel, akar, batang, daun,
dan buah (Zinniel et al., 2002 ; Simarmata et al., 2007).

2.4 Bakteri Patogen

Bakteri patogen merupakan mikroorganisme yang hidup berdampingan
dengan manusia, namun cenderung memberikan efek buruk berupa penyakit. Per-
masalahan terbesar dari bakteri ini ialah perubahan virulensi yang membuatnya
resisten terhadap beberapa antibiotik. Berikut adalah bakteri patogen yang telah
mengalami kasus resistensi dan ditampilkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Daftar bakteri patogen yang telah mengalami resistensi

Bakteri Patogen Jenis Antibiotik
Acinetobacter baumannii Carbapenem
Pseudomonas aeruginosa Carbapenem

Enterobacteriaceae, extended- Carbapenem
spectrum B-lactamase-producing
Enterococcus faecium Vancomycin
*Staphylococcus aureus Methicillin, vancomycin
Helicobacter pylor Clarithromycin
Campylobacter spp. Fluoroquinolone
*Salmonellae Fluoroquinolone
Neisseria gonorrhoeae Cephalosporin, fluoroquinolone
Streptococcus pneumoniae Penicillin-non-susceptible
Haemophilus influenzae Ampicillin
Shigella spp. Fluoroquinolone

* Keterangan : Bakteri patogen yang paling sering menginfeksi manusia
Sumber : Sangappa (2015), Willyard (2017).
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Dari sekian banyak bakteri patogen yang telah mengalami resistensi terha-
dap berbagai jenis antibiotik, terdapat bakteri yang paling sering menginfeksi ma-

nusia, yakni kelompok Salmonella typhi dan Staphylococcus aureus.

2.4.1 Salmonella typhi
Klasifikasi Salmonella typhi menurut (Riedel et al., 2019) yaitu sebagai
berikut :

Kingdom : Bacteria

Filum : Proteobacteria

Ordo : Gamma proteobacteria
Kelas : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella

Spesies : Salmonella typhi

Salmonella typhi merupakan bakteri berbentuk batang Gram negatif, tidak
berspora, memiliki flagel peritrik, berkembang biak dengan cara membelah diri,
dan berukuran 1-3,5 um x 0,5-0,8 um. S. typhi tumbuh pada suasana aerob, pada
suhu 15-41°C dengan optimal 37°C dengan pH media 6-8. S. typhii akan mati
pada suhu 56°C dalam keadaan kering, dapat bertahan hidup di air selama 4
minggu, hidup subur pada medium yang mengandung garam empedu, dan tahan
terhadap zat warna hijau brillian, senyawa natrium tetrationat dan natrium deok-
sikolat (Riedel et al., 2019).

Struktur antigen pada bakteri ini ada tiga, yaitu antigen Vi (kapsul), H
(flagel), dan O (somatik). Antigen O tahan terhadap pemanasan hingga suhu
100°C, asam, dan alkohol. Antigen H akan rusak pada pemanasan dengan suhu
lebih dari 60°C, asam, dan alkohol. Antigen Vi merupakan polimer polisakarida
dengan sifat asam yang rusak pada pemanasan 60°C dengan penambahan asam
dan fenol selama 1 jam, serta terdapat pada bagian luar bakteri (Riedel et al.,
2019).
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2.4.2 Staphylococcus aureus
Klasifikasi S. aureus menurut Bergey (1985) dalam Cappucino (1993)

adalah:

Kingdom : Monera

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacilli

Ordo : Bacillales

Famili . Staphylococcaceae
Genus . Stahylococcus

Spesies : Staphylococcus aureus.

Bakteri S. aureus adalah bakteri jenis coccus (bulat) yang hidup berge-
rombol. Tak seindah namanya Staphyle, dari bahasa Yunani yang berarti anggur.
Bakteri ini merupakan mikroba berbahaya yang bisa menyebabkan infeksi pada
kulit, atau meracuni makanan sehingga menimbulkan penyakit serius pada ma-
nusia. S. aureus biasanya hidup pada jaringan kulit dan lubang hidung manusia.
Dalam kondisi sehat dan normal, bakteri ini tidak menginfeksi karena tubuh kita
memiliki mekanisme perlindungan seperti kastil yang dijaga prajurit-prajurit ber-
nama antibodi. Infeksi biasanya dipicu oleh luka luar atau penetrasi bakteri melalui
makanan yang tercemar. Dalam jumlah terbatas bakteri ini juga terdapat pada pori-
pori dan permukaan kulit, kelenjar keringat, dan saluran usus (Entjang, 2003).

S. aureus dapat mengganggu sistem imun pada tubuh manusia karena me-
ngikat antibodi, menyerang membran sel, dan menyebabkan hemolisis serta leu-
kolisis yang mematikan sel tubuh manusia. Bakteri yang masuk ke dalam aliran
darah juga bisa bersarang di dalam paru-paru menyebabkan organ tersebut ber-
nanah dan infeksi klep jantung (endocarditis) yang bisa mengakibatkan gagal jan-
tung. Infeksi pada sel tulang berakibat peradangan berat osteomyelitis (Syam-
sunir, 1992).

2.5 Ekstraksi Bakteri
Ekstraksi bakteri dilakukan untuk mendapatkan zat yang terkandung di-

dalam bakteri, baik dilakukan secara langsung maupun tak langsung. Ekstraksi
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bakteri secara langsung dilakukan terhadap bakteri tanpa media tumbuhnya. Se-
dangkan ekstraksi secara tak langsung yaitu ekstraksi dengan menggunakan media
tumbuhnya.

Yati (2018) melakukan ekstraksi bakteri secara langsung. Bakteri ditum-
buhkan dalam media NB sebanyak 10 ml lalu dikocok menggunakan shaker de-
ngan kecepatan 170 rpm selama 72 jam pada suhu 37° C. Hasil fermentasi disen-
trifugasi pada kecepatan 3.000 rpm selama 20 menit untuk memisahkan super-
natan dan biomassa. Supernatan yang diperoleh kemudian diekstraksi dengan etil
asetat dengan perbandingan (1/2: v/v) dengan menggunakan corong pisah dan
didiamkan selama 20 menit. Lapisan atas (fase etil asetat) dituang ke dalam erlen-
meyer, sedangkan residu cairan media (lapisan bawah) diikutkan ke ekstraksi be-
rikutnya. Fase etil asetat selanjutnya dipekatkan dengan menggunakan rotary
evapor pada suhu 35°C sehingga diperoleh ekstrak kental.

Hendriyanto (2012) melakukan ekstraksi bakteri secara tak langsung yang
berasosiasi dengan spons. Mula-mula bakteri ditumbuhkan pada media NA de-
ngan air laut dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Media NA yang telah
ditumbuhi bakteri dipotong-potong kecil dan siap untuk dimaserasi. Maserasi dila-
kukan dengan merendam potongan-potongan kecil media NA ke dalam pelarut
metanol 70 % sampai terendam seluruhnya selama 3 hari, kemudian disaring de-
ngan kertas penyaring. Ekstrak hasil maserasi yang dihasilkan ditampung dan
diuapkan untuk memisahkan pelarutnya. Penguapan dilakukan dengan meng-
gunakan rotary evaporator pada suhu 45-50 °C sampai pelarut habis menguap

sehingga didapatkan ekstrak kental bakteri.

2.6 Identifikasi Molekuler

Identifikasi molekuler merupakan sebuah analisis yang dilakukan untuk
mendapatkan informasi terkait genetik makhluk hidup. Dalam perkembangannya,
identifikasi molekuler digunakan untuk berbagai macam kepentingan, mulai dari
medis hingga penelitian. Dalam bidang penelitian, identifikasi jenis ini digunakan
untuk mendapatkan informasi jenis suatu makhluk hidup. Metode ini biasa dilaku-

kan dalam mengidentifikasi mikroorganisme. Dalam pelaksanaannya, metode ini
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dilakukan melalui berbagai tahapan. Mulai dari ekstraksi DNA, amplifikasi PCR,
pembuatan gel agarosa, elektroforesis, dan sekuensing.

Penelitian berbasis genetika molekuler semakin berkembang setiap tahun-
nya. Sejak penemuan DNA (deoxyribonucleis acid) heliks ganda dari Watson-
Crik, para peneliti semakin tergugah untuk membuka cakrawala baru di bidang
genetika molekuler, di antara dengan penemuan-penemuan enzim restriksi, teknik
manipulasi gen dan rekayasa genetika, perkembangan kultur sel terutama kultur
stem cell, pembuatan hewan trasgenik, dan knockout untuk lebih memperdalam
fungsi dari suatu sel (Fatchiyah, 2011).

DNA merupakan molekuler penyusun kromosom yang tersusun atas basa-
basa nukleotida, gula pentose/ deoksiribosa dan gugus fosfat. Empat macam basa
nitrogen yaitu adenin, guanin, timin dan sitosin. Basa adenin dan guanin digo-
longkan sebagai basa purin, sedangkan basa timin dan sitosin sebagai basa pirimi-
din. Gula pentosa dan gugus posfat bersifat identik. Urutan nukleotida DNA ter-
diri dari daerah yang mengkode gen yang disebut ekson, daerah bukan pengkode
DNA disebut intro, regulator gen, dan daerah urutan berulang seperti mikrosatelit,
telomere, variable number tandem repeat (VNTR), sequence tagged site (STS)
dan single nucleotide polymorphism (SNP) (Campbell et al, 2002 ; Fatchiyah,
2011).

2.7 Teknik Identifikasi Molekuler
2.7.1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

PCR merupakan suatu teknik yang didalamnya melibatkan beberapa tahap
yang berulang (siklus). Di setiap siklus terjadi duplikasi jumlah target DNA untai
ganda atau perbanyakan DNA. Pada untai (unamplified ) DNA akan dipisahkan
dengan denaturasi ternal dan kemudian didinginkan sampai pada suhu tertentu
dalam kurung waktu untuk bisa melakukan penempelan primer (anneal primers)
pada daerah tertentu dari target DNA. Polimerase DNA digunakan untuk memper-
panjang primer (extend primers) dengan adanya dNTPs (deoxynucleotide triphos-
phates) yang merupakan campuran yang terdiri atas dATP (deoksiadenosin trifos-
fat), dCTP (deoksisitidin trifosfat), dGTP (deoksiguanosin trifosfat) dan dTTP
(deoksitimidin trifosfat) dan buffer yang sesuai. Umumnya keadaan ini dilakukan
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antara 20-40 siklus. Target DNA yang diinginkan (short “target” product) akan
meningkat secara eksponensial setelah siklus keempat dan DNA nontarget (long
product) akan meningkat secara linier (Newton and Graham, 1994). PCR melibat-
kan tiga tahap siklus temperatur yang berurutan, yaitu denaturasi DNA, annealing
(pelekatan) pasangan primer pada untai ganda DNA target dan extention (peman-
jangan) (Sogandi, 2018).

2.7.1.1 Denaturasi

Denaturasi DNA merupakan proses pembukaan DNA untai ganda menjadi
DNA untai tunggal. Umumnya terjadi pada suhu > 95° C. Ini biasanya berlang-
sung sekitar 3 menit untuk meyakinkan bahwa molekul DNA terdenaturasi men-
jadi DNA untai tunggal. Denaturasi yang tidak lengkap mengakibatkan DNA me-
ngalami renaturasi (membentuk DNA untai ganda lagi) secara cepat, dan ini meng
akibatkan gagalnya proses PCR. Adapun waktu denaturasi yang terlalu lama dapat
mengurangi aktivitas enzim taq polymerase. Aktifitas enzim tersebut mempunyai
waktu paruh lebih dari 2 jam, 40 menit, 5 menit masing-masing pada suhu 92,5,
95 dan 97,5°C.

2.7.1.2 Annealing (Pelekatan)

Annealing yaitu pelekatan primer yang terjadi pada suhu > 35-65° C ber-
gantung pada panjang pendeknya oligonukleotida primer yang digunakan. Kriteria
yang umum digunakan untuk merancang primer yang baik adalah bahwa primer
sebaiknya berukuran 18 — 25 basa, mengandung 50 — 60 % G+C. Sekuens DNA
dalam masing-masing primer tersebut juga sebaiknya tidak saling berkomplemen
karena dapat mengakibatkan terbentuknya struktur sekunder pada primer tersebut
dan mengurangi efisiensi PCR. Waktu annealing yang biasa digunakan dalam
PCR adalah 30 — 45 detik. Semakin panjang ukuran primer, semakin tinggi

temperaturnya.

2.7.1.3 Extention (Pemanjangan)
Tahap ekstensi (pemanjangan) primer terjadi sebagai hasil aktivitas poli-

merisasi oleh enzim taqg polimerase yang pada umunya dilakukan pada suhu 70° C.
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Selama tahap ini tag polymerase memulai aktivitasnya memperpanjang DNA
primer dari ujung 3’. Kecepatan penyusunan nukleotida oleh enzim tersebut pada
diperkirakan 35 — 100 nukleotida/detik, bergantung pada buffer, pH, konsentrasi
garam, dan molekul DNA target. Dengan demikian, untuk produk PCR dengan
panjang 2.000 pasang basa, waktu 1 menit sudah lebih dari cukup untuk tahap per-
panjangan primer ini. Biasanya di akhir siklus PCR waktu yang digunakan untuk
tahap ini diperpanjang sampai 5 menit sehingga seluruh produk PCR diharapkan
terbentuk DNA untai ganda.

2.7.2 Elektroforesis

Elektroforesis gel agarose digunakan untuk mengetahui keberadaan dan
membedakan jenis asam nukleat yang didapat dari hasil ekstraksi serta digunakan
untuk menganalisis produk hasil pemotongan dengan enzim retriksi. Prinsip elek-
troforesis adalah berdasarkan laju perpindahan suatu molekul oleh gaya gerak lis-
trik di dalam matriks gel. Laju perpindahan bergantung pada ukuran molekulnya,
semakin kecil ukurannya maka molekul akan semakin cepat lajunya, begitu pula
sebaliknya. Sampel molekul ditempatkan ke dalam sumur pada gel yang berada di
dalam larutan penyangga dan dialirkan listrik pada tegangan tertentu. Molekul-
molekul sampel akan bergerak di dalam matriks gel ke arah salah satu kutub lis-
trik sesuai muatannya. Arah pergerakan untu RNA dan DNA adalah menuju elek-
troda positif karena adanya muatan negatif pada rangka gula-fosfat yang dimiliki
(Berg et al., 2007).

2.7.3 Sekuensing

Sekuensing DNA atau pengurutan DNA adalah proses atau teknik penen-
tuan urutan basa nukleotida pada suatu molekul DNA. Urutan tersebut dikenal se-
bagai sekuen DNA yang merupakan informasi paling mendasar suatu gen atau
genom karena mengandung instruksi yang dibutuhkan untuk pembentukan tubuh
makhluk hidup. Sekuensing DNA dapat dimanfaatkan untuk menentukan identitas
maupun fungsi gen atau fragmen DNA lainnya dengan cara membandingkan se-

kuensnya dengan sekuens DNA lain yang sudah diketahui. Teknik ini digunakan
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dalam riset dasar biologi maupun berbagai bidang terapan seperti kedokteran, bio-
teknologi, forensik, dan antropologi (Balsover, 1997).

Sekuens DNA menyandikan informasi yang diperlukan bagi makhluk hi-
dup untuk melangsungkan hidup dan berkembang biak. Dengan demikian, penen-
tuan sekuens DNA berguna di dalam ilmu pengetahuan murni mengenai mengapa
dan bagaimana makhluk hidup dapat hidup, selain berguna dalam penerapan prak-
tis. Oleh karena DNA merupakan ciri kunci makhluk hidup, pengetahuan akan se-
kuens DNA dapat berguna dalam penelitian biologi manapun. Contohnya dalam
ilmu pengobatan, sekuensing DNA dapat digunakan untuk mengidentifikasi, men-

diagnosis, dan mengembangkan pengobatan penyakit genetik (Yuwono, 2005).



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada 5 Februari — 23 Juni 2021 yang bertempat
di Laboratorium Budidaya Perikanan, Jurusan Perikanan dan llmu Kelautan, Fa-
kultas Pertanian dan Laboratorium Bioteknologi Pertanian, Universitas Lampung.

Pada penelitian ini, sampling dilakukan di perairan Way Belau Kecamatan Teluk

Betung Timur, Kota Bandar Lampung dan di perairan Pagar Jaya, Kecamatan

Punduh Pidada, Kabupaten Pesawaran.

3.2 Alat dan Bahan

Tabel 3. Alat yang digunakan

No Alat Keterangan / fungsi

1  Autoclave Sterilisasi alat dan bahan.

2  Bunsen Sterilisasi didalam laminar airflow.

3  Cawan petri Wadah media tumbuh mikroba.

4 Coolbox Alat penyimpanan sampling.

5 Pinset Untuk mengambil papper disk.

6  Erlenmeyer Alat untuk membuat media.

7 Gelas ukur Untuk mengukur pelarut saat membuat media.

8 Hotplate Untuk menghomogenkan media.

9 Inkubator Menginkubasi mikroba dengan suhu terkon-
trol.

10 Jangka sorong Untuk mengukur zona bening.

11 Jarum ose Untuk menginokulasi mikroba.

12 Jas laboratorium Alat pelindung dan menjaga tubuh tetap steril.

13 Kamera ponsel Dokumentasi.

14 Laminar airflow Menghindari kontaminasi.

15 Laptop Mencatat dan mengolah data hasil uji.

16 Lemari Pendingin Menyimpan media kosong.

17  Log book Untuk mencatat data mikroba.

18 Pipet tetes Untuk mengambil larutan
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Tabel 3. Alat yang digunakan (lanjutan)

No Alat Keterangan / fungsi

19 Pisau/Cutter Untuk memotong, menyayat sampel.

50 Shacker Untuk mencegah penggumpalan bakteri
patogen .

21  Spidol Mencatat data.

22 Tabung reaksi Wadah media tumbuh isolat dan bakteri
patogen.

23 Timbangan digital Untuk menimbang media.

Tabel 4. Bahan yang digunakan

No Bahan Keterangan / fungsi
1 Akuades Sebagai pelarut media, untuk sterilisasi pada
autoclave.
5 Air laut steril Sebagai pelarut media, untuk sterilisasi pada
autoclave.
3  Alkohol Disinfektan, sterilisasi alat dan diri.
4 Alumunium foil Untuk membungkus alat.
. . : . —
5 Chloramphenicol Sebggal kontrol +, menghindari kontaminasi
media.
6  Kain kasa Untuk membuat penutup tabung reaksi, dan
erlenmeyer.
k katk h
7 Karet gelang Untuk merekatkan penutup dan mencega
udara masuk.
8  Masker Mencegah terjadinya kontaminasi.
. Melindungi tangan dan mencegah konta-
9  Sarung tangan medis .
minasi.
10 Nystatin 100,000 1U fSebagal kontrol -, mencegah kontaminasi oleh
jamur.
11 Papper disk Untuk uji antagonis terhadap bakteri patogen.
12  Plastik tahan panas Membungkus alat dan bahan saat sterilisasi.
13  Plastik wrap Membungkus cawan petri.
14 Tissue Membersihkan alat.
15 Zobell Media tumbuh bakteri potensial dan patogen.
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3.3 Prosedur Penelitian

Adapun prosedur penelitian ditampilkan dalam bentuk diagram alir dan
dapat dilihat pada Gambar 2.

( Sampling )

Isolasi sampel daun, batang, dan akar Aktivitas Daya
Hambar Kecil
%
¥
Pemurnian 1solat bakteri sampel daun, o Akitivitas Daya
batang, dan akar Hambat Besar
¥ 1
Eremajaan s akten s - “kstraksi Bakte e
Peremajaan isolat hakten sampel Ekstraks1 Bakteri ldentifikasi Molekuler
davn, batang, dan akar Paotensial

r 1
L
¥

k] n
# Ada Zona Hambat Pengolshan Data

It ¥
Tidak ada zonn ( Hasil ]
banbat

b

Gambar 2. Diagram alir metode penelitian

3.3.1 Sampling Mangrove

Sampling merupakan kegiatan yang dilakukan untuk mengambil satu atau be-
berapa sampel penelitian. Sampel mangrove yang digunakan diambil dari perairan
Way Belau, Kota Karang, Kecamatan Teluk Betung, Bandar Lampung dan di per-
airan Pagar Jaya, Kecamatan Punduh Pidada, Kabupaten Pesawaran. Jenis mang-
rove yang diambil adalah mangrove Avicennia sp. Sampel mangrove diambil pada
3 titik, yaitu laut, muara, dan pemukiman. Bagian mangrove yang diambil adalah
bagian daun (tua dan muda), ranting, dan akarnya (di atas substrat dan di bawah
substrat). Sampel mangrove Avicennia sp. diambil kemudian dibersihkan meng-
gunakan air laut steril. Setelah itu sampel dimasukkan ke dalam plastik zip dan
disimpan di dalam coolbox, kemudian dibawa ke laboratorium untuk dilakukan
isolasi. Peta lokasi sampling dapat dilihat pada Lampiran 9 (Gambar 34 dan
Gambar 35).
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3.3.2 Sterilisasi Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam pelaksanaan penelitian harus dalam
keadaan steril. Proses sterilisasi alat dan bahan dilakukan dengan 2 (dua) cara, ya-
itu sterilisasi basah dan sterilisasi kering. Sterilisasi basah dilakukan ketika prepa-
rasi menggunakan autoclave. Sterilisasi kering dilakukan ketika sedang melaku-
kan isolasi, inokulasi, pemurnian, hingga peremajaan. Alat yang digunakan de-

ngan sterilisasi kering berupa cawan petri, spreader, dan jarum ose.

3.3.3 Pembuatan Media

Media merupakan sebuah tempat tumbuh bakteri. Media yang dibutuhkan
yaitu berupa media Zobell dalam bentuk padat dan cair. Zobell cair merupakan
modifikasi dari Zobell tanpa menggunakan agar dan ditambahkan air. Pada setiap
media, penambahan air disesuaikan dengan asal isolat. Isolat yang berasal dari la-
ut, menggunakan air laut steril. Isolat yang berasal dari air tawar, menggunakan
akuades. Untuk menghindari kontaminasi, media diberi antijamur (nystatin) de-
ngan dosis 0,01 ml/ml. Adapun komposisi media yang digunakan berdasarkan

Stamets (2007), yaitu sebagai berikut :

Tabel 5. Komposisi media Zobell

Komposisi Satuan 1.000 ml
Peptone g 2,5
Yeast extract g 0,5
Agar g 15
Nystatin (100.000 IU) ml 100
Air ml 1.000

3.3.4 Isolasi Bakteri Endosimbion Mangrove

Isolasi adalah sebuah proses untuk menumbuhkan bakteri yang berasal dari
sampel pada media. Isolasi dilakukan dengan cara menyayat sampel (daun, ba-
tang, buah, dan akar) dan meletakkan sayatan tersebut pada media. Sampel daun,
batang, dan akar mangrove Avicennia sp. dikeluarkan dari dalam coolbox untuk
kemudian direndam menggunakan alkohol 70% selama 30 detik. Perendaman
dilakukan sebanyak 2 kali untuk memastikan sampel dalam keadaan steril. Se-

lanjutnya, daun, batang, buah, dan akar, disayat melintang menggunakan pisau,
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lalu diletakkan ke dalam cawan yang telah berisi media Zobell. Bagian yang
diletakkan ke dalam cawan adalah endodermis atau bagian dalam sayatan.
Kemudian cawan dibungkus menggunakan plastik pembungkus. Setelah itu, ca-

wan diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang.

3.3.5 Inokulasi dan Identifikasi Bakteri

Setelah terjadi pertumbuhan, dilakukan inokulasi ke media cawan zobell
untuk memisahkan isolat yang terletak berdekatan pada saat isolasi. Inokulasi me-
rupakan proses pemindahan suatu mikroorganisme (bakteri) dari media lama ke
media yang baru. Kegiatan inokulasi sering disebut juga sebagai peremajaan. Mu-
la-mula sampel yang di sekitarnya ditumbuhi bakteri ditandai dan diberikan kode
untuk mempermudah identifikasi.

Kode WB diberikan untuk mewakili isolat yang berasal dari sampel Way
Belau dan PJ untuk mewakili isolat yang berasal dari sampel Pagar Jaya. Bakteri
yang telah diberi kode sebagai isolat terpilih dipindahkan ke media zobell yang
baru dan diinkubasi. Isolat yang telah tumbuh diidentifikasi berdasarkan karak-
teristik warna, bentuk, dan tekstur. Bakteri yang memiliki karakteristik yang ber-
beda dengan bakteri lainnya ditandai. Cara penandaan isolat yaitu dengan pem-
berian kode berupa huruf berdasarkan jenis bakteri, titik pengambilan sampel dan

bagian mangrove.

3.3.6 Pemurnian Isolat Bakteri

Bakteri yang telah tumbuh pada media inokulasi dipindahkan untuk dilaku-
kan proses pemurnian di media tabung miring agar didapatkan satu koloni dan
diberi nama/label sesuai bagian mangrove, urutan isolat, kemudian diinkubasi
kembali di inkubator selama 24 jam. Bakteri murni yang telah tumbuh disimpan
pada suhu rendah, yaitu kurang dari 10° C. Untuk penyimpanan bakteri dalam
waktu cukup lama (maksimal 60 hari) dapat disimpan pada suhu di bawah -20°

sampai -70° dengan penambahan DMSO (di-methylsulfoxide).
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3.3.7 Uji Antagonis

Uji antagonis merupakan suatu uji yang dilakukan untuk melihat potensi
isolat yang ditandai dengan adanya daya hambat atau zona bening (daerah yang
tidak ditumbuhi patogen). Uji antagonis sering juga digunakan untuk memilah
isolat potensial dari sekian banyak isolat yang didapat. Uji antagonis dilakukan
dengan metode Kirby Bauer menggunakan kertas cakram. Isolat diuji tantang
dengan S. typhi dan S. aureus. Isolat bakteri potensial diinokulasikan ke media
zobell cair dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu ruang.

Bakteri patogen di-spread ke dalam cawan berisi media Zobell mengguna-
kan spreader. Kertas cakram ditetesi dengan bakteri uji yang sudah tersedia de-
ngan menggunakan mikropipet sebanyak 20 pl, 2 kertas cakram lainya diisi kon-
trol positif dan negatif. Kontrol positif menggunakan larutan kloramfenikol de-
ngan kadar 1%, sedangkan kontrol negatif menggunakan media Zobell cair. Ke-
mudian diinkubasi kembali selama 1-2 hari untuk dilihat ada atau tidaknya zona
hambat.

Setelah uji dilakukan dan zona hambat terbentuk, kemudian diameter zona
hambat diukur menggunakan jangka sorong dan dicatat data hasil. Aktivitas isolat
jamur terhadap bakteri uji dapat diklasifikasikan berdasarkan besar diameter zona

hambat. Susanto et al. (2012) mengkategorikan zona hambat seperti pada Tabel 6.

Tabel 6. Kategori diameter zona hambat

Diameter Kekuatan daya hambat
<5 mm Lemah

6 —10 mm Sedang

11 -20 mm Kuat
>21 mm Sangat kuat

3.3.8 Identifikasi Mikroskopis dan Uji Gram

Identifikasi mikroskopis dilakukan terhadap isolat bakteri yang memiliki ak-
tivitas daya hambat. Identifikasi secara mikroskopis dilakukan guna mengetahui
karakteristik bakteri berdasarkan bentuk tubuh. Identifikasi ini dilakukan dengan
melakukan pengamatan menggunakan mikroskop. Isolat pada media miring di-

ambil sebanyak 1 (satu) ose dan diletakkan di atas gelas objek yang telah ditetesi
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akuades. Gelas objek yang telah disebar bakteri kemudian difiksasi di atas api.
Selanjutnya bakteri diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 400 Kali.

Uji Gram dilakukan dengan teknik pewarnaan Gram dan teknik KOH string
test. Pewarnaan diawali dengan mengambil sebanyak 1 (satu) ose bakteri dan di-
letakkan di atas gelas objek yang telah ditetesi akuades. Gelas objek yang telah di-
sebar bakteri kemudian difiksasi di atas api. Kemudian diteteskan larutan Kristal
violet pada gelas objek yang telah difiksasi sebelumnya dan dibiarkan selama 1
(satu) menit. Setelah itu, dibilas menggunakan akuades. Kemudian, diteteskan la-
rutan lugol di atas bakteri yang telah dibilas menggunakan akuades. Gelas objek
ditetesi alkohol 96 %, dan digoyang-goyangkan selama 30 detik. Gelas objek
kembali dibilas menggunakan akuades. Proses terakhir ialah diteteskan gelas ob-
jek menggunakan larutan safranin dan didiamkan selama 1 menit. Setelah itu, di-
bilas kembali gelas objek untuk kemudian diamati menggunakan mikroskop.

Pengujuan Gram dengan teknik KOH string test dilakukan dengan menetes-
kan KOH 3% sebanyak 1-2 tetes pada gelas objek. Inokulan bakteri pada media
diambil dengan menggunakan ose dan digoreskan pada gelas objek, lalu diamati
ada atau tidaknya lendir pada bakteri yang digoreskan pada gelas objek berisi
KOH 3%. Adanya lendir menandakan bahwa bakteri tersebut Gram negatif dan

tidak adanya lendir menandakan bahwa bakteri tersebut Gram positif.

3.3.9 Ekstraksi Bakteri Endosimbion Potensial

Ekstraksi adalah sebuah proses yang dilakukan untuk mendapatkan bahan
atau senyawa yang terkandung di dalam sel bakteri. Ekstraksi dapat dilakukan de-
ngan perendaman atau maserasi menggunakan bahan pelarut. Bahan pelarut yang
digunakan hendaknya bersifat nontoksik agar hasil yang didapatkan tidak bias.
Penggunaan pelarut yang bersifat toksik akan menimbulkan kecurigaan terhadap
hasil uji (bias), karena bisa saja daya hambat yang dihasilkan berasal dari bahan
pelarut tersebut, sehingga pemilihan bahan pelarut menjadi hal yang cukup pen-
ting. Pada penelitian ini digunakan etil asetat sebagai bahan pelarut. Etil asetat
merupakan zat semi polar yang memiliki sifan nontoksik dan mudah menguap.
Sifatnya yang semi polar, diharapkan mampu menarik lebih banyak senyawa pa-

da bakteri, sehingga ekstrak yang dihasilkan akan cenderung lebih banyak.
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Metode ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini yaitu berdasarkan Yati
(2018) yang disesuaikan dan dimodifikasi. Bakteri endosimbion mangrove poten-
sial ditumbuhkan dalam media NB sebanyak 250 ml lalu dikocok menggunakan
shacker dengan kecepatan 170 rpm, selama 72 jam pada suhu 37°C. Hasil fermen-
tasi disentrifugasi pada kecepatan 3.000 rpm selama 20 menit untuk memisahkan
supernatan dan biomassa (Yati, 2018).

Biomassa yang diperoleh kemudian diekstraksi dengan etil asetat mengguna-
kan perbandingan (1/2: v/v) dan didiamkan selama 1x24 jam. Lapisan atas (fase
etil asetat) dituang ke dalam erlenmeyer, sedangkan residu cairan media (lapisan
bawah) diikutkan ke ekstraksi berikutnya. Fase etil asetat selanjutnya dipekatkan
dengan menggunakan rotary evaporator pada suhu 35°C sehingga diperoleh eks-
trak kental, untuk digunakan pada uji aktivitas ekstrak bakteri endosimbion mang-

rove terhadap bakteri patogen, yakni S. typhi dan S. aureus (Yati, 2018).

3.3.10 Uji Aktivitas Ekstrak Bakteri Endosimbion Potensial

Uji aktivitas ekstrak dilakukan untuk melihat aktivitas ekstrak terhadap pato-
gen. Oleh karena itu, uji ini sering disebut uji konfirmasi untuk melihat dari mana
aktivitas daya hambat berasal. Aktivitas daya hambat dapat berasal dari sel dan ju-
ga senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya. Uji aktivitas dila-
kukan dengan metode Kirby Bauer atau difusi menggunakan kertas cakram. Eks-
trak diuji tantang dengan S. typhi dan S. aureus. Bakteri patogen di-spread ke
dalam cawan berisi media Zobell menggunakan spreader. Kertas cakram ditetesi
dengan ekstrak yang sudah tersedia dengan konsentrasi 1% atau sekitar 10.000
ppm menggunakan mikropipet sebanyak 20 pl, 2 kertas cakram lainya diisi kon-
trol positif dan negatif. Kontrol positif menggunakan larutan kloramfenikol de-
ngan kadar 1%. Kemudian diinkubasi kembali selama 1-2 hari untuk dilihat ada

atau tidaknya zona hambat.

3.3.11 Identifikasi Molekuler
Identifikasi molekuler dilakukan untuk mengetahui spesies bakteri berdasar-
kan DNA. Identifikasi isolat bakteri endosimbion terpilih pada mangrove Avi-

cennia sp. dari Pulau Pasaran dan Pagar Jaya, dilakukan secara molekuler dengan
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tahapan-tahapan mulai dari ekstraksi DNA, amplifikasi PCR, pembuatan gel

agarose, elektroforesis, dan analisis data sekuensing. Identifikasi bakteri dide-
terminasi dengan menggunakan sekuen 16S rRNA. Gen 16S rRNA dianalisis
secara lengkap di Genetika Science Indonesia, Tangerang, Indonesia. Adapun

langkah-langkah identifikasi molekuler secara lengkap yaitu sebagai berikut:

3.3.11.1. Ekstraksi DNA
Ekstraksi DNA pada dasarnya merupakan serangkaian proses pemisahan
DNA dari komponen—komponen sel lainnya. Ekstraksi DNA dilakukan melalui
proses preparasi sampel (sample preparation), melisiskan sel (cell lysis), DNA
binding, pencucian (wash) dan elution. Tahapan ini merupakan serangkaian pro-
ses pemisahan DNA dari komponen-komponen sel lainnya. Pada ekstraksi DNA
ini, metode yang digunakan adalah metode ekstraksi DNA Kit (Geneaid DNA
Purification Kit). Adapun langkah-langkah ekstraksi DNA adalah sebagai berikut:
1) Preparasi Sampel Bakteri
Sampel bakteri dikultivasi dan diinkubasi selama 1x24 jam. Sampel bakteri
dipanen dan dimasukkan 200 ul sample ke dalam tabung mikrocentrifuge 1,5 ml
steril yang telah berisi 200pl PBS (phospat buffer saline) kemudian ditambahkan
20pl proteinase K. Sampel dihomogenkan dengan cara pipetting, kemudian diin-
kubasi pada 90°C selama 30 menit pada water bath.
2) Melisiskan Sel Bakteri
Tahapan ini dimulai dengan memasukkan carrier RNA ke tabung microcentri-
fuge sebanyak 0.6 ul, ditambahkan 200 ul buffer S 2 ke dalam tabung microcen-
trifuge sebanyak 500 pl, lalu di-vortex. Ditambahkan proteinase K sebanyak 200
ul, lalu di-vortex, kemudian diinkubasi selama 10 menit. Ditambahkan 200 pl
GSB buffer lalu di-vortex, kemudian diinkubasi selama 10 menit.
3) DNA Binding
Proses DNA binding diawali dengan menambahkan ethanol 200 pl lalu di-
vortex selama 10 detik. Dipindahkan semua campuran tersebut ke dalam GD
column (spin column), disentrifugasi pada 13.000 rpm selama 1 menit, dibuang
collection tube yang berada di bawah spin column dan diganti dengan collection

tube yang baru.
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4) Wash (Pencucian)

Setelah proses DNA binding, kemudian dilakukan proses pencucian DNA.
Mula-mula sampel ditambahkan 400 ul buffer W1 lalu disentrifugasi selama 1
menit dengan kecepatan yang sama, kemudian cairan yang ada pada cellection
tube dibuang. Ditambahkan 600ul wash buffer (Geneid), kemudian disentrifu-
gasi selama 1 menit, lalu cairan pada collection tube dibuang dan disentrifugasi
kembali selama 3 menit. Dibuang collection tube dan microcentrifuge steril
diletakkan pada bagian bawah spin column.

5) Elution

Selanjutnya ditambahkan 100 ul elution buffer, kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan yang sama selama 1 menit. Cairan yang mengandung DNA
yang tertampung pada tabung microcentrifuge disimpan pada -40°C untuk di-

gunakan sebagai template PCR.

3.3.11.2. Amplifikasi PCR (Polimerase Chain Reaction)

Untuk melakukan tahap PCR (polimerase chain reaction) terdapat 3 ta-
hapan, yaitu denaturasi dengan suhu 95°C selama 30 detik, annealing dengan
suhu 55°C selama 30 detik dan extention dengan suhu 72°C selama 1 menit.
Prosedur ini dikerjakan pada sampel DNA yang telah diisolasi, ekstrak DNA
dari sampel dan akuades sebagai kontrol negatif. PCR mix (enzim, MgClz, fD1
(forward), rP2 (reverse), template DNA) dimasukkan ke dalam tabung PCR
(Hiroaki, 2009).

Amplifikasi dilakukan dengan menggunakan mesin PCR (DNA thermal
cycler). Untuk amplifikasi PCR, tahap awal denaturasi pada suhu 95°C selama 15
menit, selanjutnya 95°C selama 15 detik, annealing pada suhu 55°C selama 15
detik, ekstensi 72°C selama 1 menit sebanyak 30 siklus, dilanjutkan dengan eks-

tensi akhir suhu 72°C selama 5 menit, dan 12°C £ 30 menit untuk penyimpanan.

3.3.11.3 Pembuatan Gel Agarose

Agarosa dibuat dengan melarutkan 2 g agarose (BioRad) dalam 100 ml 10
tris borate EDTA (ethylenediaminetetraacid) (100 g tris base, 27,5 g asam borat,
20 ml 0.5 M EDTA pH 8,0 dalam 1 liter air). Kemudian dipanaskan sampai
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mendidih dan larut (bening). Selanjutnya ditambahkan 2 pl. ethidiumbromida dan
dimasukkan dalam pencetak gel yang telah dipasangi sisir. Gel agarosa ditunggu

sampai memadat (sekitar 30 menit).

3.3.11.4 Elektroforesis

Gel agarose dimasukkan ke dalam tank elektroforesis yang berisi larutan
TBE 0.5x. DNA sampel yang telah dicampur dengan cairan (loading dye) di-
masukkan ke dalam sumur dengan perbandingan 2 : 1, kemudian marker 100bp
dimasukkan setelah keseluruhan sampel telah dimasukkan. Elektroda dihubung-
kan dengan power supply, kemudian dinyalakan selama 1 jam (60 menit). Setelah
itu, alat elektrofofresis dimatikan, kemudian gel dari alat tersebut diambil. Gel
dipindahkan ke dalam UV transulaminator, kemudian hasilnya diamati pada

komputer.

3.3.11.5 Analisis Data Sekuensing

Gen 16s rDNA dianalisis secara lengkap di Genetika Science Indonesia un-
tuk memperoleh urutan rantai DNA. Analisis data sekuensing dilakukan dengan
menggunakan program software Mega 6 dan Bioedit. Hasil sekuensing dari ma-
sing-masing primer forward dan reverse, selanjutnya digabungkan dengan me-
rubah hasil sekuensing reverse untuk pembalikan berpasangan (reverse comple-
ment). Untuk analisis sequence alignment, dilakukan dengan membandingkan
sekuens yang diperoleh (query) dengan sekuens yang telah ada pada Gen Bank
dengan database searches NCBI internet site (http//www.ncbi.nlm.nih.gov)
menggunakan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Ukuran fragmen
hasil amplifikasi PCR ditentukan dengan cara dibandingkan antara posisi ukuran
penanda DNA (marker) dengan ukuran fragmen sampel. Hasil positif ditunjukkan

dengan adanya band pada ukuran 996 bps (Rismawati, 2018).



V. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

1. Didapatkan 10 isolat yang memiliki aktivitas daya hambat terhadap S. typhi dan
S. aureus, yaitu kode WB-06, WB-08, WB-12, WB-13, PJ-01, PJ-02, PJ-04,
PJ-14, PJ-18, PJ-19. Dari 10 isolat bakteri endosimbion potensial, 4 isolat
berasal dari perairan Way Belau dengan kode isolat WB-06, WB-08, WB-12,
WAB-13 dan 6 isolat berasal dari perairan Pagar Jaya dengan kode isolat PJ-01,
PJ-02, PJ-04, PJ-14, PJ-18, PJ-19.

2. Aktivitas daya hambat isolat bakteri endosimbion mangrove Avicennia sp. yang
berasal dari perairan Way Belau dan Pagar Jaya digolongkan sebagai isolat de-
ngan daya hambat sedang hingga kuat.

3. Isolat bakteri endosimbion terpilih merupakan kelompok bakteri Citromicro-

bium sp.

5.2 Saran

Pada penelitian ini diperoleh isolat bakteri endosimbion aktif, sehingga
berpotensi untuk dikembangkan menjadi produk bionatural. Maka dari itu perlu
dilakukan penyelidikan lebih lanjut dan uji berkala untuk mengetahui potensinya
sebagai bahan antibiotik baru atau manfaat lainnya seperti bahan antiinflamasi
dan antikanker.
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